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Si descrivono xenoantigeni scelti fra le molecole di 
istocompatibilita ottenibili per estrazione da omogenati di 
tessuti o cellule con detergente Nonidet P40 o con acido HC10 4 
IN, per l'uso come raedicamento per la stimolazione del sistema 
immunitario dell'uomo e dei mammiferi, ed in particolare per la 
terapia tumorale. (fig- 2) 



1 




Ing. 
Dr. 




la r M^ ^-r. 175) 
3s™ (n. iscr. S13) 



Descrizione dell 1 invenzione che ha per titolo : 
"COMPOSIZIONE FARMACEUTICA PER LA TERAPIA TUMORALE 
CONTENENTE XENOANTIGENI " 

a nome : TURIANO Angela, residente in Milano, di 
nazionalita italiana, 
Inventore : Angela TURIANO 

.*,*.*.*. 

La presente invenzione concerne una composizione 
farmaceutica contenente xenoant igeni , utile per la 
stimolazione del sistema immunitario, in particolare per 
la terapia tumorale, vale a dire per il trattamento dei 
tumori neH'uomo e nei mammiferi in generale. 
Piu in particolare, la presente invenzione concerne una 
composizione farmaceutica contenente come principle attivo 
antigeni MHC estratti da tessuti animali ed aventi peso 
molecolare corapreso tra 10.000 e 50.000 dalton circa, 
Nel trattamento della patologie tumoral! , a fronte dei 
risultati finora ottenuti con i farmaci di sintesi e le 
terapie chimiche e fisiche finora utilizzate si e pensato 
di sviluppare sistemi per stimolare la risposta 
immunitaria del 1 ' organism© contro la prol i f erazione di 
cellule cancerose. 

Un fattore chiamato AF2 , ottenuto da estratti di agnelli 
ed embrioni di pecora e stato utilizzato nella terapia di 
supporto antitumorale come analgesico ed antiematico 
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biologico (Schweiz-Rundsch-Med. Prax . 1990, 79, (16): 498- 
502). 

E' anche noto un polipeptide anti tumorale ottenuto da 
cellule umane macrof agi-1 ike ed avente peso molecolare di 
47.010. 

Nella domanda di brevetto italiana n. MI93A001369, 
depositata nel nome della presente richiedente, si 
descrive come antigeni di istocompatibilita e/o ubiquitina 
o molecole associate, somministrate a portatori di 
neoplasie suscitino una risposta immunitaria cellulo 
mediata e/o umorale che pud produrre inibizione della 
crescita delle cellule tumorali ed una regressione della 
malattia neoplastica. 

E' noto che gli antigeni di istocompatibilita, presenti in 
modo ubiquitario sulle cellule, svolgono una funzione di 
vitale importanza per la regolazione del sistema 
immuni tario , intervenendo nel meccanismo che consente alle 
cellule dell ' immunita di di f f erenziare antigeni estranei 
(non self) dagli antigeni propri di un individuo (self). 
Gli antigeni e piu in genere le molecole di 
istocompatibilita sono codificati da un gruppo di geni 
localizzati in un'ampia regione di un singolo cromosoma. 
Si riconoscono tre classi principali di geni : quelli di 
classe I, che codificano per gli antigeni e le molecole 
responsabili del rigetto di trapianti e della distruzione 
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delle cellule autologhe alterate; quelli di classe II, che 
codificano per le strutture di superficie che intervengono 
nella cooperazione tra linfociti B, T e macrofagi, e 
quelli di classe III , che codificano per alcune frazioni 
del "sistema di complemento" e la sintesi di una proteina 
serica (proteina Ss), 

Gli antigeni di istocompat ibil i ta di classe I sono 
costituiti da due catene polipept idiche legate non 
covalentemente, La catena piu grande, responsabile della 
allogenicita , ha un peso molecolare di circa 43,000; 
quella piu piccola, identificata con la 13-2 
microglabulina, ha un peso molecolare di circa 13,000, non 
e codificata dal sistema maggiore di istocompatibilita ed 
e sempre uguale per ogni molecola di classe I. 
Le due catene polipeptidiche sono covalentemente associate 
ad una catena invariabile di circa 33.000 daltons. 
Gli antigeni di istocompatibilita di classe II sono 
caratterizzati da due catene glicoproteiche , una di peso 
molecolare 34.000 detta alfa, ed una di peso molecolare 
29.000 detta beta. 

Gli antigeni istocompat ibili vengono solitamente isolati 
dopo che le cellule sono state distrutte mediante 
sonicazione, trattamento con azoto o 

congelamento/scongelamento , Una volta preparate le 
membrane, le molecole di istocompatibilita vengono 
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estratte mediante una varieta di detergenti o mediante 
proteolisi. Sono inoltre stati impiegati per l'estrazione 
di antigeni di istocompatibilita da cellule vitali, ma non 
da membrane cellulari, sali ad alta forza ionica. La 
maggior quantita di antigeni di istocompatibilita si 
ottiene costantemente con i detergenti, come ad esempio il 
Nonidet P40 (si veda ad es. A. Dautigny et al . Biochimica 
et Biophysics Acta, 298 (1973) 783-789). In questo caso e 
possibile separare le varie specificita MHC per 
elettrof oresi a gradiente di pH . 

Si e ora scoperto che la risposta immunitaria 
dell'organismo affetto da neoplasia migliora notevolmente 
se si somministrano antigeni MHC estratti da tessuti 
animali di specie di versa ( xenoantigeni ) . 

Tale effetto e ancora piu marcato e duraturo se nella 
somministrazione si alternano xenoantigeni di diversa 
proven i en za . 

Sono pertanto un oggetto della presente invenzione 
composition! farmaceutiche per la terapia ant i tumorale , 
caratterizzate dal fatto di comprendere come principio 
attivo molecole di istocompatibilita estratte da tessuti 
animali. 

Con molecole di istocompatibilita si vogliono qui indicare 
gli antigeni di istocompatibilta e tutte le molecole che 
vengono codificate in modo analogo agli antigeni 
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istocompatibili dai corrispondenti loci genetici MHC , 
nonche le molecole loro associate ottenute per estrazione. 
Un ulteriore oggetto dell ' invenzione e una composizione 
farmaceutica del tipo sopra descritto, caratter izzata dal 
fatto di presentare confezioni separate di estratti di 
tessuti animali contenenti essenzialmente molecole di 
istocompatibilita di diversa provenienza, per la 
sommini s trazione successiva di dette molecole. 
Con molecole di istocompatibilita di provenienza diversa 
si vuole qui indicare molecole di istocompatibilita 
ottenute da organismi diversi o da specie diverse, o 
comunque provenienti da lotti di lavorazione differenti 
tra loro. 

Come sopra accennato, le molecole di istocompatibilita 
utili per 1' invenzione sono generalmente ottenute per 
estrazione da tessuti animali, insieme ad altre molecole 
loro associate. Gli antigeni e le molecole di 
istocompatibilita cos ti tuiscono il principio attivo vero e 
proprio, mentre le molecole loro associate sono estratte 
insieme agli antigeni e presumibilmente fungono da carrier 
per le molecole di istocompatibilita. 

Gli antigeni e le molecole di istocompatibilita utilizzati 
nella presente invenzione sono stati preparati da tessuti 
di fegato di mammiferi, generalmente fegato di vitello o 
di capra omogeneizzato . 
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Esempio I - Estrazione con acidi (HCIO^ IN) 

5g di omogenato di fegato di vitello vengono dispersi in 
10ml di acqua distillata. Si aggiungono quindi 10 ml di 
HCIO4 2N gocciolando in 20 minuti, sotto agitazione e a 
4°C, Si continua I'agitazione per 30 minuti e si 
centrifuga a 10.000 x g x 20 minuti a 4'C. Si dializza 
contro acqua corrente e poi contro acqua distillata per 
tutta la notte. Si concentra per un fattore 5 con Amicon 
PM 10 e si aggiunge il triplo in volume di KC1 4 M in 
tampone fosfato 0.05 M a pH 7.5, Si tiene sotto agitazione 
a 4°C per 24 ore e quindi si centrifuga a 100.00 x g x 1 
ora a 4 *C. II surnatante viene dializzato contro PBS e 
nuovamente centr i f ugato . L'estratto viene infine 
concentrate per ul traf iltrazione su membrane con cut-off 
10.000 fino ad una concentraz ione proteica di 1 mg/ml. 
Esempio II - Estrazione con detergenti (PBS+Nonidet P40). 

I g di omogenato di fegato di vitello e stato sospeso in 
PBS 0.14 M con pH 7.2, ed in presenza di Nonidet P40 (BDH) 
alio 0,5% portando il tutto ad un volume finale di 16,5 
ml. La sospensione e stata tenuta sotto agitazione a 25 °C 
per 45 minuti e quindi centrifugata a 100.000 x g x 1 ora. 

II surnatante e stato dializzato su Diaf lo-membrane , PM 10 
(Amicon) per eliminare il detergente, e si e quindi 
proceduto all ' ultraf iltrazione con cut-off 10.000 ed alia 
concentrazione dell ' es tratto fino ad un contenuto proteico 
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di 1 mg/ml. 

Con il procedimento degli esempi I e II si ottengono 
antigeni di istocompatibili ta e molecole loro associate 
con alto peso molecolare (da 10.000 a 50,000 circa) 
L'estratto di fegato cosi ottenuto, denominato AIM-3, e 
stato utilizzato per prove in vitro ed in vivo. 
Per le prove in vivo sono state utilizzate due vie di 
somministrazione : sottocutanea o locale. Generalmente , la 
somministrazione giornaliera a pazienti umani di 4 ml del 
preparato secondo I'esempio II porta a risultati positivi 
in 4 settimane circa. La neutralizzazione delle proteine 
MHC da parte degli anticorpi indotti contro le stesse 
molecole MHC viene evitata variando ogni settimana 
l'origine dell ' estratto , vale a dire utiliszando estratti 
di lotti diversi ottenuti da tessuti della stessa specie o 
di specie different!. 

Possono comunque essere usate diverse vie di 
somministrazione, come ad esempio parenterale, per aerosol 
eccetera. La composizione farmaceutica conterra di 
conseguenza veicolanti ed inerti f armaceuticamente 
accettabili e scelti tra quelli noti nella tecnica, in 
funzione della via di somministrazione prescelta. 
L'invenzione verra ora descritta piu in dettaglio con 
riferimento agli esempi ed ai disegni acclusi, dove le 
figure da 1 a 6 sono diagrammi che indicano I'evoluzione 
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del numero di cellule cancerose nel tempo a seconda del 
trattamento effettuato. 
Sperimentazione in vitro 
Esempio A 

Cellule Molt 4 sono state inoculate con l'estratto 
dell * esempio I. Le cellule inoculate hanno prodotto TNF 
nel surnatante solo dopo 24 h dall ' inoculazione , con 
concentrasioni nettamente superior! a quelle rivelate 
nelle cellule non trattate (1000 pg/ml contro 300 pg/ml ) • 
Sperimentazione in vivo 

Sono stati impiegati ratti di ceppo Fischer inbred, del 
peso di 150-175 g. II tumore e stato indotto mediante 
inoculo di cellule AH-130 Yoshida, alia dose di circa 
250.000 cellule tumorali, in cavita pleurica; questa dose 
ha permesso di osservare la crescita del tumore per circa 
13 giorni prima della morte dell'animale 

E' quindi stato fatto seguire il trattamento con la 
composizione second© 1 ' invenzione , come ottenuta second© 
1 ' esempio'^~I , N in dosi da 0,025 mg/kg/giorno in pleura, in 
peritoneo o sottocute secondo i seguenti esempi, 
Esempio B 

Alcuni dei ratti inoculati sono stati trattati con la dose 
sopra citata del 1 ' estra tto di cui all'esempio I (ma 
ottenuto da fegato di capra) in pleura (A), peritoneo (O) 
o sottocute (^) dal 4* al 8° giorno e quindi dal 12° al 
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16° giorno successive all 1 iniezione di cellule. 

I dati (media ± SEM di 7 esperimenti) dimostrano che a 

partire dal giorno 8, nei ratti trattati il numero di 

cellule tumoral i intrapleural era signi f icat ivamente 

minore che nei controlli (•) trattati con soluzione 

f isiologica. 

Esempio C 

In questo caso si e somministrato I'estratto dell 'esempio 
I con trattamento giornaliero dal giorno 4 al giorno 15. 
Dal grafico di fig* 2 e evidente la riduzione di crescita 
delle cellule tumorali nei ratti trattati (O ) rispetto ai 
controlli (•) ♦ 
Esempio D 

Sono stati preparati due estratti secondo l , esempio„X. da 
due lotti differenti di omogenato di fegato di vitello. II 
primo lotto e stato somministrato ai ratti inoculati dal 
giorno 6 al giorno 14. II secondo lotto e stato 
somministrato dal giorno 15 al giorno 21. I risultati, 
mostrati nei diagramma di fig. 3, evidenziano come la 
tendenza alia prol i f erazione delle cellule tumorali 
diminuisca quando si varia I'estratto. I controlli (curva 
superiore) sono stati trattati con soluzione fisiologica 
come negli esempi precedenti. 
Esempio E 

In questo esperimento si e somministrato un estratto come 
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all 'esempio I, ottenuto da fegato di capra dal giorno 5 al 
giorno 10 e lo stesso tipo di estratto, ma ottenuto da 
fegato di vitello, dal giorno 11 al giorno 16. I risultati 
(fig. 4) mostrano nei ratti trattati (O) una notevole 
riduzione della crescita cellulare a partire dal giorno 8 
rispetto ai controlli (•) ed anche rispetto alia crescita 
verif icatasi nei ratti trattati di cui agli esempi 
precedent i . 
Esempio F 

In questo caso si sono utilizzati ratti NIH-RNU 4 (fig. 5) 
e ratti NIH-RNU" (fig. 6) cioe con e senza timo, ai quali 
e stato somministrato l'estratto di cui alTesempio II. 
II grafico di fig. 5 evidenzia il comportamento dei ratti 
con tirao trattati (curva A) e dei corr i spondent i controlli 
(curva B). In fig. 6 si dimostra come il trattamento con 
le molecole MHG del 1 ' est ratto secondo 1'invenzione non 
determini una riduzione della prolif erazione tumorale fino 
al giorno 8, in quanto i ratti RNU" non possiedono i 
linfociti T. A partire dal giorno 9 nei ratti trattati 
(curva C) si ha una riduzione della crescita delle cellule 
neoplastiche determinate dalla prolif erazione di linfociti 
B stimolati dal trattamento contro le cellule tumoral i e 
dalla stimolazione di altre cellule effettrici. 
Malgrado non si voglia qui dare una completa spiegazione 
del meccanismo di azione del principio attivo secondo la 
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presente invenzione, si ritiene che esso sia basato sulla 
presenza di antigeni e molecole MHC , che sono altamente 
immunogeni . 

L'efficacia di tali molecole e il risultato 
dell ' attivazione da parte delle proteine MHC dei linfociti 
anergici dei portatori di tumore. Le cellule tumorali 
normalmente eludono l'attacco dei linfociti T perche 
questi ultimi pur avendo riconosciuto gli antigeni 
tumorali non ricevono un secondo segnale in quanto le 
cellule tumorali sono prive di adeguate molecole 
costimolatrici . Le molecole codificate da un MHC estraneo 
si legano ai recettori dei linfociti T, con un meccanismo 
analogo a quello che si verifica nel rigetto di trapianti, 
e mettono in moto una serie di eventi biochimici che 
portano alia distruzione delle cellule tumorali. Nei ratti 
privi di linfociti T 5 ai quali sono state inoculate 
cellule tumorali, le proteine MHC completano la 
stimolazione dei linfociti B che, pur avendo riconosciuto 
l'antigene tumorale, in assenza dei linfociti T helper 
resterebbero inattivi . 
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RIVENDICAZIONI 



1. Composizione f armaceut ica per la stimolazione della 
risposta immuni taria di un organismo, caratter izzata dal 
fatto di comprendere come principio attivo molecole di 
istocompatibilita MHC estratte da tessuti animali,. 

2. Composizione secondo la rivendicaz ione 1, per il 
trattamento di patologie tumoral i. 

3. Composizione farmaceutica secondo una delle 
rivendicazioni precedent!, caratterizzata dal fatto di 
comprendere molecole di istocompatibilita di origine 
diversa, in confezioni separate, per la somministrazione 
successiva. di dette molecole di istocompatibilita* 

4. Composizione farmaceutica secondo la r i vendicazione 3, 
caratterizzata dal fatto che dette molecole di 
istocompatibilita sono di specie diverse. 

5. Composizione farmaceutica secondo una delle 
rivendicazioni precedenti, caratterizzata dal fatto che 
dette molecole MHC sono ottenute come estratto da tessuti 
animali con detergenti, e presentano peso molecolare 
compreso nel 1 ' intervallo tra 10.000 e 50.000 daltons 



6. Composizione farmaceutica secondo la rivendicazione 5, 
caratterizzata dal fatto che detti tessuti sono fegato di 
capra, vitello o maiale. 

7. Molecole di istocompatibilita per l'uso come 
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medicamento nella stimolazione del sistema immunitario e 
nella terapia tumorale. 

8, Molecole di istocompat ibil i ta di origine diversa, per 
1'uso in somministrazione sequenziale come medicamento 
nella terapia tumorale. 

9, Uso di molecole di is tocompatibili ta per la 
preparazione di una composizione farmaceutica per la 
stimolazione del sistema immunitario e per il trattamento 
di patologie tumorali. 

10, Uso secondo la r i vend icaz ione 9, in cui dette molecole 
di istocompatibilita sono di origine diversa. 
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